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 摘要 
 
内 容 摘 要 
 
坏死样凋亡是一种重要的死亡方式，在机体胚胎发育、宿主防御以及各种生理
病理中发挥重要作用。尽管目前坏死样凋亡的信号通路已经相对清楚，但其具体病
理意义仍未完全明了，其中主要困难在于很难确定体内何种细胞何时发生坏死样凋
亡。我们之前的研究表明盲肠上皮细胞在 TNF-α 直接刺激下发生快速的坏死样凋
亡，但其具体病理学意义并未明了。我们利用并改进相关病理模型，探讨盲肠上皮
细胞坏死样凋亡在 TNF-α 诱导的全身性炎症反应综合症中的具体作用，并探讨坏
死样凋亡在急性阑尾炎病理中的具体作用，以期为急性阑尾炎的治疗提供新的靶标
和策略。 
 
 
关键词： 盲肠；上皮细胞；坏死样凋亡；全身系统性炎症反应综合症；急性阑尾炎
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英文摘要 
 
Abstract 
 
Necroptosis is an important type of cell death which plays important roles in 
many physiopathological processes including embryo development, host defense et 
al. Although the signaling pathway involved in necroptosis is relatively clear, the 
exact physiopathological function of necroptosis remains unknown. The most 
difficult obstacle is to define when and which cells undergo necroptosis in vivo. 
Previous results show that the caecum epithelial cells undergo rapid necroptosis 
after TNF-α injection, but the physiopathological function of this phenome is still 
unclear. We will use and improve caecum related disease models to investigate the 
exact physiopathological function of caecum epithelial cell necroptosis in TNF-α 
induced Systemic inflammatory response syndrome (SIRS). We will also investigate 
the exact role of caecum epithelial cell necroptosis in acute appendicitis pathology 
and explore the possibility of necroptosis as a new treatment target of acute 
appendicitis. 
 
 
Keywords: caecum; epithelial cell; necroptosis; Systemic inflammatory response 
syndrome ; acute appendicitis
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报告正文 
1. 研究背景 
1.1 坏死样凋亡是一种重要的细胞死亡方式 
坏死样凋亡（Necroptosis）是近年来愈发受到重视的一种细胞死亡方式，是
《Nature》2015 年“Frontiers in Biology”重点介绍的重要研究进展1，也是中国
科学院文献情报中心与汤森路透联合发布的《2015 年研究前沿》中归纳总结的
2015 年度生命科学Top10 研究前沿之一。对于坏死样凋亡的研究最早可以追 
溯至上世纪80 年代2，但其真正受到广泛关注与深入研究是在2009 年3 家实验
室同时报导了蛋白激酶RIP3 在细胞坏死样凋亡中的核心作用之后3-5。迄今为止，
人们已经鉴定了RIP1、RIP3、MLKL 三个坏死样凋亡过程中发挥核心作用的功
能蛋白3-8。除了肿瘤坏死因子（Tumor necrosis factor-α，TNF-α）外，其余死亡
配体受体（如TRAIL、TRADD 等）、病原菌感染（如沙门氏杆菌等）、病毒蛋
白（如HSV-1 的ICP6 蛋白）、化疗药物（如紫杉醇、顺铂等）等都可以诱导许
多细胞发生坏死样凋亡3,4,9-12。当上游信号传递至胞内时，会促进RIP1 的自磷酸
化活化，RIP1 活化后即会募集下游效应分子RIP3，并促进RIP3 的磷酸化活化。
RIP3 的活化进而募集并磷酸化下游效应分子MLKL，MLKL 被磷酸化后即发生
多聚化并定位至胞膜上，进而介导细胞坏死样凋亡发生（图1）9。 
 
图1. 多种刺激诱导的坏死样凋亡发生机制13。 
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1.2 坏死样凋亡的生理病理学功能尚未十分明了 
尽管随着RIP3、MLKL 的鉴定以及相应基因工程小鼠的制备，对坏死样凋
亡的生理病理学功能已经有了一定的认识，诸多研究表明坏死样凋亡在胚胎发
育、病原体感染以及许多病理生理过程中都发挥重要作用14,15。多项研究表明，
在胚胎发育过程或者成体细胞中抑制细胞凋亡信号通路时，坏死样凋亡会被激
活。如Caspase8 敲除的小鼠会在胚胎发育E11.5-E13.5 期间因为大量组织的坏死
和心血管系统的缺陷发生胚胎致死现象，而RIP3 的敲除可以完全逆转这种胚胎
致死现象16-18。在个体肠上皮细胞或者表皮角细胞中特异性敲除FADD 时，也会
引起这些细胞发生RIP3 依赖的坏死样凋亡，导致组织损伤19-21。由于许多病原体
都可以编码抑制细胞凋亡的蛋白来协助感染，这种凋亡被抑制时诱发的坏死样凋
亡对于机体抵御病原体感染具有重要意义。如在痘苗病毒（vaccinia virus）和鼠
巨细胞病毒（Mouse Cytomegalovirus, MCMV）的感染过程中，感染细胞会发生
RIP3 依赖的坏死样凋亡，抑制这些细胞的坏死样凋亡会有益于病毒复制并加剧
疾病进程3,22,23。 
    尽管也有许多研究同时表明坏死样凋亡在诸如酒精肝、动脉粥样硬化、败血 
症、缺血再灌注损伤等其他病理进程中发挥了重要作用13,24-27。但是对于坏死样
凋亡的详细病理生理学功能，仍然尚未十分明了。其中一个最大的困扰之处在很
难确定体内何种细胞何时发生坏死样凋亡，因为大部分原代细胞在体外都必须额
外加入Caspase 的广谱抑制剂z-VAD 才能被诱导发生坏死样凋亡。目前除了某
些自身可编码凋亡抑制蛋白的病毒感染细胞外，仅发现少突神经胶质细胞
（Oligodendrocyte）可以在TNF-α 直接诱导发生坏死样凋亡，在多发性硬化症
（Multiple sclerosis, MS）病理中发挥重要作用28；以及巨噬细胞可以被亚铁血红
素（Heme）直接诱导发生这种RIP3 依赖的坏死样凋亡29。 
1.3 盲肠上皮细胞体内在TNF-α 作用下发生坏死样凋亡 
尾静脉注射TNF-α 可以诱发全身系统性炎症反应综合症（Systemic inflammatory 
response syndrome，SIRS），导致多器官衰竭，并且TNF-α 的这种机体毒性可以
被RIP3 缺失所逆转27。因而利用TNF-α 诱导的SIRS 病理模型，可以深入探讨
体内坏死样凋亡发生的具体细节，进而明确坏死样凋亡的具体生理病理意义。在
之前的工作中，我们初步探讨了体内TNF-α 诱导下可以直接发生坏死样凋亡的
靶器官。结果表明，TNF-α 注射后会诱使盲肠上皮细胞快速地发生大量坏死，
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盲肠内坏死样凋亡发生的标记分子磷酸化RIP3（p-RIP3）的含量会显著上升，RIP3 
的缺失（RIP3-/-）可以显著的减少这种损伤，表明盲肠上皮细胞是体内可以被
TNF-α 直接诱导发生坏死样凋亡的细胞。而在分析的其他靶器官（脾脏、胸腺、
肾脏、小肠、大肠、肾脏等）中，RIP3+/+和RIP3-/-小鼠间并无显著差异，表明盲
肠上皮细胞的坏死是一个相对特异的事件30，这与之前的研究结论是一致的31。
从而证实了盲肠上皮细胞是体内在TNF-α 作用下发生坏死样凋亡的一类细胞，
但是盲肠上皮细胞坏死样凋亡发生的机制及具体的病理学意义却尚待进一步研
究。 
1.4 急性阑尾炎是一类常见盲肠相关疾病 
盲肠（Caecum）是消化道系统的一个相对独立结构，位于小肠、大肠交接
处，末端膨大，可以辅助食物的消化。相较于植食性动物，人类的盲肠并不是十
分发达，但其末端也保留了阑尾这一附属结构。阑尾是连接在盲肠末端的封闭结
构，与盲肠相联通。对于阑尾，其功能尚未完全明了，许多人认为其仅是一进化
不完成的产物，但也有部分人认为其与盲肠一起，在机体免疫机能中有作用，但
仍然需要更多的实验证据32,33。尽管盲肠和阑尾具有一定的促消化功能和可能的
免疫功能，但是由于其为一末端封闭结构，消化内容物容易阻滞，尤其是阑尾，
其与盲肠腔的连接处十分狭窄，更容易发生内容物阻滞。当内容物发生阻滞时，
极易导致阻滞部位水肿，细菌扩增，发生急性炎症反应，在临床上对应为盲肠炎
和阑尾炎，两者都会伴随剧烈疼痛感。尤其是急性阑尾炎，如果控制不及时，会
导致阑尾穿孔，使得肠道内容物释放至腹腔内，导致更加严重的感染，严重时可
以危及生命。对于急性阑尾炎，目前的治疗方法主要以抗生素治疗或者手术治疗
为主。对于其详细疾病机理，仍然知之甚少34-37。基于我们前期发现的盲肠上皮
细胞在TNF-α作用下发生坏死样凋亡，我们分析了多例临床急性阑尾炎病理样
本，在其中检测到了坏死样凋亡大量发生。我们推测，坏死样凋亡可能在急性阑
尾炎病理过程中发挥重要作用，抑制坏死样凋亡可能成为急性阑尾炎治疗的一个
新的策略。 
 
2. 主要实验技术与方法 
2.1 TNF-α诱导的SIRS模型 
TNF-α诱导的SIRS模型是经由尾静脉注射直接将一定浓度的TNF-α注入小鼠
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体内，模拟全身炎症反应综合征初期机体内自发释放大量TNF-α的过程，最终导
致免疫系统功能失调、器官功能损伤的过程。具体造模方法：用PBS配置TNF-α
溶液，称量小鼠体重，根据设计剂量经尾静脉注射进入小鼠体内，每隔2小时观
察小鼠状态并测量肛温，记录死亡时间，或按实验需要处死小鼠收集血液、组织
样品。 
2.2 盲肠切除术模型 
参考Jongwattanapisan等人用到的方法建立，具体为： 
1) 术前准备：将眼科剪、眼科镊、穿刺针裁剪合适大小并在中间开孔的纱布、
缝合针和2-0型缝合线进行高压灭菌消毒，烘干备用。 
2) 取6~8周龄的SPF环境饲养的健康小鼠（C57BL/6J），体重平均20g，分别称
重并记录，肌肉注射适量的1%戊巴比妥钠溶液进行麻醉； 
3) 待小鼠深度麻醉后，剪除其腹部毛发，用70%的酒精擦拭暴露出的皮肤消毒； 
4) 取已消毒的手术器械，沿小鼠腹中线左侧纵向作约0.5至1.0厘米切口，用镊
子轻柔翻找盲肠，将盲肠末端拉至腹腔开口处； 
5) 纱布铺于开口处，穿过纱布中间将盲肠取出，置于纱布上，适时滴加生理盐
水保持盲肠湿润； 
6) 将缝合线系圈，套在盲肠根部与回肠、结肠交界处，调整位置避免结盲肠以
外的肠道组织，用力拉紧； 
7) 提起结扎的盲肠，从结扎部位后方用眼科剪小心剪去盲肠，尽量减少残留组
织，用70%乙醇冲洗切除部位，避免盲肠内容物残留并消毒； 
8) 假手术组不经历第6-7步骤； 
9) 将盲肠放回原位，缝合腹腔开口处，皮下注射1mL生理盐水，将小鼠放置于
恒温台上等待苏醒； 
10) 手术结束后2个小时查看小鼠恢复情况，其后每天查看小鼠状态，并记录体
重数据，或按实验需要处死小鼠收集血液、组织等样品。 
2.3 小鼠的急性阑尾炎模型手术： 
参见Watson Ng WS 等人用到的方法。具体操作为：将小鼠麻醉后，开腹腔
取出盲肠。找到末端淋巴结处，将特定内径的医用橡胶圈轻套于移液器枪头上，
以移液器轻轻吸住盲肠末端淋巴结处，缓慢将其带过医用橡胶圈中，一般被狭窄
的末端长度为5mm 左右。造模完成后，缝合伤口，注入生理盐水，于恒温台上
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等待小鼠苏醒。对照组小鼠为放入硅胶圈于腹腔的假手术小鼠。 
改进的急性阑尾炎模型手术：同上所述急性急性阑尾炎模型手术，但在狭窄
盲肠末端前，先找到小鼠腹部下端的大网膜，以湿润的手术线将其末端结扎使之
失去功能。再进行医用硅胶圈狭窄盲肠淋巴结末端的造模操作。造模完毕后，缝
合伤口，注入生理盐水，于恒温台上等待小鼠苏醒。对照组小鼠为结扎大网膜并
放入硅胶圈于腹腔的假手术小鼠。 
2.4 实验方法参考文献： 
1. Jongwattanapisan P. et al. Impaired body calcium metabolism with low bone 
density and compensatory colonic calcium absorption in cecectomized rats. American 
Journal of Physiology. Endocrinology Metabolism 1;302(7):E852-63. doi: 
10.1152/ajpendo.00503.（2012） 
2. Watson Ng WS. et al. A murine model of appendicitis and the impact of 
inflammation on appendiceal lymphocyte constituents. Clinical and Experimental 
Immunology. 150(1):169-78.Epub 2007 Aug 3.（2007） 
 
3. 实验结果 
3.1 盲肠上皮细胞在TNF-α 诱导下迅速发生RIP3-MLKL 依赖的坏死样凋亡 
在之前的研究工作中，我们利用RIP3+/+和RIP3-/-小鼠，通过尾静脉注射
mTNF-α 重组蛋白诱导全身系统性炎症反应综合症（SIRS）的病理模型。与先前
研究结论一致，RIP3-/-小鼠的病理程度得到了显著改善（图1a）。通过对RIP3+/+
和RIP3-/-小鼠各脏器的病理切片分析，我们发现在TNF-α 注射下，盲肠上皮细胞
会特异性地发生RIP3 依赖的细胞坏死样凋亡（图1b）。上述结果已发表于2015 
年2 月出版的Nature Cell Biology 上。 
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图1. TNF-α 会诱导盲肠上皮细胞发生急性RIP3 依赖的坏死样凋亡。a. RIP3缺失
能够显著改善TNF-α 诱导的SIRS 病理模型中小鼠的存活率；b.病理切片证实
TNF-α 注射后，RIP3+/+小鼠盲肠发生显著损伤。（Nat Cell Biol, 2015） 
由于RIP3 被报道除执行坏死样凋亡外还有其余生理学功能，为进一步确定
TNF-α 注射后盲肠上皮细胞的这种急性损伤是由于坏死样凋亡导致的，根据已
有的抗体，我们利用坏死样凋亡发生的特异性标志分子--磷酸化RIP3 检测抗体
（p-mRIP3T231S232）对盲肠组织进行了免疫组化分析，在TNF-α 注射的小鼠盲
肠上皮细胞中确实检测到了大量的p-RIP3（图2）。 
 
图2. 尾静脉注射TNF-α 后，小鼠盲肠上皮细胞内p-RIP3 显著上升
(p-mRIP3T231S232 免疫组化染色)。 
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同时，我们也利用之前制备的MLKL+/+和MLKL-/-小鼠，尾静脉注射TNF-α
后，对盲肠进行病理切片，同样看到了MLKL 的缺失能够显著地抑制TNF-α 诱
导的盲肠损伤（图3）。 
 
图3. TNF-α 诱导的盲肠上皮细胞死亡也是MLKL 依赖的。 
通过这些实验，我们证实了在TNF-α 刺激下，盲肠上皮细胞迅速发生了
RIP3-MLKL 依赖的坏死样凋亡。 
3.2 盲肠切除可以减缓TNF-α 诱导的SIRS 病理 
尾静脉注射TNF-α 后，小鼠会发生全身系统性炎症反应综合症（SIRS），
具体表现为体温降低、毛发稀松、眼角处有分泌物、精神萎蔫一系列生理学变化，
严重时可以导致小鼠死亡。我们已经证明了TNF-α 注射后，盲肠上皮细胞会发
生大量的坏死样凋亡（图1 部分），我们推测这一事件应该在TNF-α 诱导的SIRS 
病理过程中发挥重要作用。为证实这一推想，我们对野生型小鼠进行了盲肠切除
实验（详见实验方法）。待小鼠术后完全恢复后，尾静脉注射TNF-α，观察记录
小鼠的病理变化和存活率。结果表明，切除了盲肠的手术组小鼠相比于假手术组
对照小鼠，其体温变化和存活率都有了显著改善（图4），表明盲肠上皮细胞这
种坏死样凋亡在TNF-α 诱导的SIRS 病理中发挥重要作用。 
 
图4. 小鼠盲肠切除能够显著改善TNF-α 诱导的SIRS 病理及存活率。 
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3.3 盲肠切除不会影响TNF-α诱导的炎性因子的分泌 
在TNF-α 诱导的SIRS 病理模型中，TNF-α 诱导的炎性因子分泌对SIRS 的
病理进程有着重要影响，目前已经报道的炎性因子主要包括IL-6，IL-1β，IFN-γ，
IL-17 等。为了探究盲肠切除是否会影响TNF-α 诱导的炎性因子分泌，我们初步
分析了盲肠切除后小鼠与假手术对照组小鼠对于TNF-α 的响应情况。在已经完
成分析的IL-6，IL-1β，IFN-γ 三种炎性因子中，并未发现实验组小鼠与对照组小
鼠之间存在差异（图5），从而初步表明了盲肠切除不会影响TNF-α 诱导的炎性 
因子的分泌。 
 
图5. 盲肠切除不会影响TNF-α 诱导的炎性因子的分泌。 
3.4 临床急性阑尾炎病理样本中可以检测到坏死样凋亡大量发生 
为进一步探究盲肠上皮细胞急性坏死样凋亡的病理学意义，我们选取了人临
床急性阑尾炎病理样本进行分析。在对各样品病理情况进行分级的基础上，依据
已有的抗体，我们先利用MLKL 的磷酸化这一坏死样凋亡的核心事件的检测抗
体p-hMLKL 进行了免疫组化分析，探讨两者的相关性。结果表明，在临床急性
阑尾炎病理样品中，可以检测到坏死样凋亡大量发生，并且其与急性阑尾炎病理
严重程度呈现高度正相关（图6），提示程序性坏死可能在急性阑尾炎病理中发
挥重要作用。 
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图6. 临床急性阑尾炎病理样品中可以检测到程序性坏死大量发生，并且其与阑 
尾炎病理程度呈现正相关。 
3.5 在急性阑尾炎病理模型中可以检测到坏死样凋亡大量发生 
为进一步探讨坏死样凋亡在急性阑尾炎病理中的作用，我们先依据文献报导
的方法，利用医用橡胶圈狭窄小鼠盲肠末端含淋巴结处，模拟急性阑尾炎病理（详
见实验方法）。待观察到小鼠发生明显病理变化后，取被狭窄端固定，利用前面
提及的检测抗体（p-mRIP3T231S232）检测坏死样凋亡的发生情况。结果表明，
在构建的急性阑尾炎病理模型中，能够检测到坏死样凋亡的大量发生（图7），
进一步提示坏死样凋亡可能在急性阑尾炎病理中发挥重要作用。 
 
图7. 在急性阑尾炎病理模型中，可以检测到坏死样凋亡的大量发生。 
3.6 大网膜的包被会影响急性阑尾炎造模效果 
在急性阑尾炎的造模过程中，造模小鼠的病理表征经常会在造模几天后消
失，小鼠会逐渐恢复正常，无法模拟重症急性阑尾炎病理。经过解剖分析可知，
在这些恢复的造模小鼠中，被医用橡胶圈狭窄的盲肠末端会被腹腔内的大网膜包
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被，从而阻止病症的恶化（图8）。我们今后将通过在人为狭窄盲肠末端的同时
结扎大网膜进一步发展和优化重症急性阑尾炎病理模型，并在此模型中研究坏死
样凋亡在重症急性阑尾炎病理中的作用。 
 
图8.体内大网膜会包被被狭窄的盲肠末端。 
 
4.讨论 
全身性炎症反应综合征（SIRS）作为一种临床中十分常见的疾病，是目前临
床上急需解决的难题之一。在全身性炎症反应综合征中，TNF-α既是外界刺激免
疫细胞产生的细胞因子，也是导致更严重的炎症反应的刺激因素。因此，为了更
好的模拟并研究全身性免疫反应综合征，我们利用直接向血液中注射TNF-α作为
诱导全身性免疫反应综合征的模型，探讨坏死样凋亡在全身性炎症反应综合征中
的作用。 
在过去多年的研究中，人们发现TNF-α具有多种重要的生物学功能，其作用
范围包括了细胞增殖、分化、死亡、机体炎症反应、肿瘤发生、病毒复制等机体
生理或病理活动。当细胞周围环境中TNF-α大量增加时，RIP1通过TNFR1接收刺
激信号，在RIP3存在的情况下，募集RIP3及其他相关蛋白形成坏死复合体，进而
募集并激活下游蛋白导致细胞发生坏死。利用RIP3敲除型与野生型小鼠进行
TNF-α诱导全身性免疫反应综合征的实验中发现，RIP3敲除可以显著提高小鼠的
存活率、延长小鼠的生存时间。同时，在野生型小鼠中最先出现的盲肠损伤也在
RIP3敲除后被明显抑制。因此我们认为，RIP3在TNF-α诱导的全身性炎症反应综
合征中发挥着重要作用。由于RIP3主要在细胞坏死样凋亡过程中发挥作用，因此
我们猜测当小鼠注射TNF-α后，TNF-α引起盲肠中的细胞发生RIP3介导的坏死，
导致小鼠死亡。 
小鼠盲肠的免疫组织化学分析显示，在TNF-α注射4小时后，野生型小鼠中
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